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肺癌患者 に 対 す る補助療法 と して ， よ り効果的な養子免疫療法 を行な う こ と の 基礎研究 と して ，
腫瘍浸潤リ ン パ 球 くtum or infiltr atinglympho cyte， T ILl を中心 と した 各種 リ ン パ 球の 培養後 のナ チ ュ
ラ ル キ ラ ー くn atu r al killer， N KJ 活性 ， リ ン ホ カ イ ン 賦活化 キ ラ ー ロym phokin e a ctiv ated kille r，
LAKl活性 ， 自己腫瘍くa utologo u stu m o r， A Tいこ対 す る細胞傷害活性な ら び に 表面 マ ー カ ー に つ い て
検 討 した ■ そ の 結果 一 TI L の N K活性 は所属リ ン パ 節 リ ン パ 球 くr egio n al lymph n ode lympho cyte，
R L N LJと 同様 に 末梢血 リ ン パ 球 くperiphe r al blo od lympho cyte， P B LJに 比較 して有意に 低く ， そ の 抗
腫瘍活性 は著明 に 抑制さ れ て い る こ とが 明 らか に な っ た ． しか し ， T 工L を O K－432ある い は リ コ ン ビ ナ
ン トイ ン タ ー ロ イ キ ン ー くre c o mbinantinterle ukin．2， rIL－2ン存在下 に て 培養す る と くR L N L や P B L を
用 い た場合 と比較す る と有意 に 低 い が1N K活性
，
L A K活性 ， A Tに 対す る活性が20％以 上 の細胞 を誘
導す る こ とが で き た 。 T IL の表面 マ ー カ ー は T 細胞優位 であ り ， B 細胞 や マ ク ロ フ ァ ー ジ ， さ ら に は
N K細胞の マ ー カ ー を も つ リ ン パ 球 は少数で あっ た ． 培養に よ っ て T 細胞 の 割合が ふ え ， 特 に 分化群
くClu ste r of Differ e ntiatio n， C DI 8 陽性細胞が有意に 増加 した ． 以上 の 結果 か ら， TILに は A Tに 傷
害活性 をも つ リ ン パ 球 が存在す る可能性が考え られ た ． そ こ で P B Lを用 い て T ILの シ ミ ュ レ ー シ ョ ン
くリ ン パ 球混合培養試馬釦 を作製 し ， 誘導 され た リ ン パ 球の 細胞傷害活性 な どを詳細 に 検討 し ， TI L の場
合と 比 較 した ． 誘 導され た ア ロ ジ ェ ニ ツ タ作働細胞くalloge nic effe cto r c elり の標的細胞 に 対す る活性
は
，
N K活性 よ り も む し ろ L A K活性 に 対 して 強い 相関関係 を示 し た ． こ れ ら の こ と よ り ， TI Lを培養
す る こ と に よ っ て A Tに 対 して 細胞傷害活性 を有 する L A K細胞 を誘導で き る こ と が 明ら か に な っ た ．
ま た 自己 末梢血 ブ ラ ス ト化リ ン パ 球に 活性 を有 しな い T工L が誘導 で き た ． し たが っ て誘 導さ れ た 活性
化 T ILに は A T に 対 し特異性 を有 す る細胞傷害性 丁 細胞が 一 部存在 す る こ と が 推定さ れ ， TI Lの
A Tに 対 す る細胞傷害活性は細胞傷害性 丁 細胞くCytOtO Xic T lym pho cyte， C T LI お よ び L A K細胞の
活性 で あ る と 考 え ら れ た － TI Lに よ る 養子 免疫療法 の臨床応 用 と し て 癌性胸膜炎患者 の 胸腔内 に
T IL－ A K細胞 ＋ rI し2を注入 し ， 胸水 の 消失 を認め た ．
Key w ords interle ukin－2， 1ymphokin e a ctiv ated killer c ell， a ntigen－Spe Cific
CytOtO Xic T lym pho cyte， tu m Or －infiltrating lym phocyte，
adoptiv eim m u n other ap y
癌患者の 免疫能は 一 般に 低下 して い る が ， 肺 癌患者 B RMlを用 い て 賦活 し， そ の 生存率 を向上 させ よう と
では他臓器癌に 比 べ て ， 一 層著明 で ある ． こ の よ う に す る非特異的免疫療法の 臨床試行 が多く な さ れ て き
低下して い る肺癌患者 の 免疫的反応 を， い わ ゆ る生物 た ． 教室で も 溶連薗製靴 0重く．432を用 い て の 臨 床比
学的応答修飾物 質 くbiologic al re spo n s e m odifier， 較試験が な さ れ ， その 有 効性 を報告 して き た1ト 引
A bbre viations こ A IT， adoptiv e im m u n other ap y iA N OVA ， a n alysis of v aria n c eニ A T，
a utologo u stu m orニ B A I， br o nchial a rte ry infusio nニ BC G， Ba cillu s－Calm ette－ Guerini B R M，
biologic al r espo n s e m odifier ニ C D， Clu ster of Differ entiatio nニ C M L， C ell， m ediate
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こ のよ う な非特異的免疫療法に 対 し， 癌患者自身の
末栴血 リ ン パ 球 を 一 旦 体外に 取り 出 し， リ コ ン ビ ナ ン
ト イ ン タ ー ロ イ キ ン ー 2 くr e c o mbin a nt inter－
leukin－2， rI L－2Iと と も に 長期間培養 し， リ ン ホ カイ ン
賦清化 キラ ー く1ym phok ine a ctiv ated kille r， L A KH 細
胞 を誘導 し ， こ れ を再び大量 の r工し2 と ともに 患者の
静脈 に 戻 し ， L A K細胞 に よ る抗腰瘍性 を期待 し ， 治
療 を 行 な う ， い わ ゆ る 養 子 免 疫 療 法 くadoptiv e
im munotherap y， A ITIが ， Ro se nbe rg ら6m に よ っ て
創始 され ， その 臨床応用 が な さ れ て き た ， しか し， こ
の よう な全身投与に よる 養子 免疫療法 に は種々 の 副作
用 が生 じる こ と が明 らか に さ れ ， そ の 奏効率も 必 ず し
も 高率 では な い こ とが 明ら か に され てい る ． 教 室で は
種 々 の 基礎実験 の後 ， 養子 免疫療法の 臨床応 用 と し
て ， L A K細胞 の肺癌患者の 気管支動脈内注入 に よ る
局所的養子免疫療法 を行な っ て きた 梱
一 方， こ の よ う な末輸血 リ ン パ 球 を用 い て の養 子免
疫療法 に 対 し， 腫瘍浸潤 リ ン パ 球 くtu m o rinfiltr ating
lym phocyte， TI LJ を 用 い て 培 養 ． 誘 導 さ れ る
T I しL A K細胞 の打っ細胞傷害活性が ， 末梢血 リ ン パ
球くpe riphe ral blo od lympho cyte， P Bり か ら培養 ． 誘
導 さ れ る P B L－L A K細 胞 よ り 高 い こ．と が 知 ら れ ，
種々 の 癌に 対し ， 一 部臨床応用 が 開始さ れ ， そ の臨床
効果が よ り優れ て い る こ とも 報告さ れ て い る101．
本論文で は ， T IL によ る LA K細胞 の誘導 お よ び そ
の 免疫的機台引こ関する基礎的研究を中心と し ， さ ら に
T 工し L A E細胞 に よ る養子 免疫療法 の臨床応用 の 予備
研究 と して ， 少数例の 痛性胸膜炎の治療 に つ い て 検討
した ． す な わ ち ， 手術材料か ら 採取 した肺癌組織か ら
T IL を抽出 し， そ の細胞傷害活性 を P B L， 所属 リ ン
パ 節 リ ン パ 球 くr egio n al lym ph node lym pho cyte，
R L N Ll と比 較 し ， 同時 に それ ら の 表面マ ー カ ー を 検
討 し た ． さ ら に TI L のシ ミ ュ レ ー シ ョ ン と し て
P B Lを用 い て ， リ ン パ 球 を試験管内 で 混合培養 す る
こ と に よ り ， 標的細胞傷害 を有す る T 細胞 を誘導 し ，
そ れ と比 較 して T 工L の性格づ け を行 な う ー 助と した ．
ま た ， 癌性胸膜炎患者の 胸水か ら抽出し た TIL を 用
い て の A 工Tを行 な っ た ，
対象お よ び方 法
工
． 対 象
1989年10月 よ り1990年 7月 ま で に 金沢大学第 一 外科
1ym pho cyteニ C T L， CytOtO Xic T lym pho cyte
leukocyte a ntigenニ H B S S， H a nks
， bala n c ed
辺
に 入 院 し ， 病理 組織学的に 肺癌と確定診断され た症例
の う ち46例 を対象と し ， そ の 末梢血 ， 局所 リ ン パ 節お
よ び腫瘍組織 を用 い た ． 症例 の 内訳 は ， 男性27イ札 女
性 9例で
，
年令 は45へ 80歳 く平均68．4射 で あ っ た ． 病
理 組織塑 は ， 扁平上 皮癌16札 腺病16例 ， 腺扁平上 皮
癌 1例 ， 大細胞癌2例 ， 小細胞癌 1例 であっ た ． 病期
分類 は ， 肺癌取扱 い 規約く198711り に よる T N M分類に
よ っ た ． その 他 ， 対照 と して 健康成人 8名の 末棺血 を
使 っ て 検索 を行な っ た ．
工I
． リ ン パ 球の 分離 と 浮遊液 の 調 整
1 ． P B Lあ る い は胸水中の T IL
単核球の分離は Fic ol－ Hy paqu e比 重 遠心法 に より
行な っ た 一 早朝空腹時 に 採取 し た ヘ パ リ ン 加 末梢血
1 0へ 20ml を， 0．1 M リン 酸緩衝生理食塩水くpH 7．4I
くphosphate buffe red s alin e， P BSl で 2倍 に希釈 し
，
Fic oll－ Hy paqu e 液 く比 重 1 ． 0 7 71 くLymphoprepl
くNyega ad， Oslo ， No r w ayJ 上 に 静 か に 重 層 さ せ ，
400Xg で20分間遠心後 ， 中間層を採取 し ， ペ ニ シ リ ン
2 00Uノml， ゲ ン タ マ イ シ ン 1 0JL gノml を 添 加 し た
R P M I－1640 液 くGibc o， Gr a nIsla nd， Ne w Yo rk，
U S AJ で 3 回洗浄 し ， 単核球 を分離 した ． 次い で直径
6 c m の プ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ tFalc o n， Ox n ard，
Califo rnia， U S Al に R P M I－1640液 をう す く 敷き ， そ
の 上 に 単核球浮遊液 を散布 し ， 37
0
C， 5％ C O2下で 1時
間静置後 ， 上清液 を採取 し て プ ラス チ ッ ク 付着細胞を
除去し た ． 非付着細胞浮遊液 を 20 xg で 5分間遠心
した後 ， そ の 沈漆 を非動化 した 牛胎児血清tfetalc alf
S e ru m， F C Sl くGibc oI を 10％ 濃度 に 加 え た RP M I－
1640液 に 浮遊さ せ た ．
2 ． 領域 リ ン パ 節 リ ン パ 球 くregio n a1 1ym ph n ode
lym pho cyte， R L N LJ
術中採取 し た局所 リ ン パ 節 を P BS 中で 眼科用 ハ サ
ミ で細切 し ， 金属 メ ッ シ ュ くN B C 工業， 大阪1 で 濾過
し た後 ， Fic oll－Hy paqu e比 重 遠心法 に よ っ て 単核球
を分離 し ， P BL と同様 の 方法 に よ り プ ラ ス チ ッ ク非
付着細胞 を集 め ， こ れ を R L N L と し た． 各リ ン パ 節
の 一 部 か ら病理 組織標本 を作成 し， 転移 の 有無 を検索
し た ．
3 ． T I Lお よ び 自家 腫 瘍 くa utologous tu m o r，
A Tl
術中切除 し た 肺癌 組 織 よ り採取 し た 標本 か ら健
常組織 ， 壊 死 組 織 を除去 し， P B Sで 2 回洗浄 した ．
F C S， fetal c alf s er u mニ H L A， hum a n
S alt s olutio nニ IL－2， inte rle ukin－2i L A K，
1ym phokin e a ctiv ated killerニ M A F， m a CrOphage a ctiv ating factor ニ M L C， mix ed
肺癌腫瘍浸潤 リ ン パ 球 の 抗腫瘍活性 と そ の 賦活
Vo s e
功 の 方法 に 基づ い て ， 0．0 1％ ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ
くhyalu ro nida s eTy pe トS， Sigm a， St． Lo uis， U S AJ，
0．25％ コ ラ ゲ ナ ー ゼくc ollage n a seType トA，Sigm al，
0．1％デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ くde o xyribo n u cle a s e
TypeI，Sigm alを添加 した R P M I－1640液中で標本 を
眼科用 ハ サ ミ で 紙切 し ， 金属 メ ッ シ ュ で濾過 した ． つ
い で細胞浮遊液 に0－25％ トリ プ シ ン くtry psin ， Sigm al
を 10へ 20ml を 添加 し た P B Sに 浮 遊 さ せ ， マ グ ネ
チ ッ ク ス タ ー ラ ー に て15分間捜押 した ． 上 清 を2枚重
ね の ガ ー ゼ で 2 回 濾過 し ， Ha nks 液 くHa nks，
bala n c ed salt solutio n， H BS SJで 2 回洗浄 した後 ， そ
の 沈漆を非動化 し た 1 0％ F C S添加 R P M l－1640液 に
浮遊さ せ た ． 次 い で 直径 6c m の プ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー
レ に R P M I－1640液 をう す く 1ml程敷 き ， 細胞浮遊液
を加え ， 37
0
C， 5％ C O2下で 1時間静置後 ， 上 清液 を採
取 して プ ラ ス チ ッ ク 付着細胞 を除去 し た ． 次 に 10％
F CS添加 RP M I－1 64 0液 を用 い て ， 25％， 15％， 10％
Pe rc o11くSigm aJ を作製 し， それ ぞ れ 2．5ml づつ 重 層
し， 室温 ， 25Xg で 7分間遠心後， 上 層， 下 層を そ れ
ぞれ 採取 し ， H B S Sに て 2 回洗浄 し た ． 上 層 よ り
TIL を， 下層よ り A Tを得 た ．
m
． 細胞傷害活性 の 測 定
試験管内で K562細胞く継代培養 した ヒ ト赤白血病
細胞由来 の細胞附 を標的細胞くta rget c ellJと して 用
い て ナ チ ュ ラル キ ラ ー くn atu ralki11e r， N Kl 活性を ，
同様 に Da udi細胞くヒ トバ ー キ ッ ト リ ン パ 腫由来の柵
脚剰 を用 い て L A K活性 を 5Cr 遊 離試験 に て 測定 し
た ． そ の軋 A T， ア ロ ジ ェ ニ ツ ク 細 胞 くalloge nic
C ell， 特定個人の ブ ラ ス ト化され た リ ン パ 豹 等 を標的
細胞と して用 い る場合も同様に し た ． ま ず， リ ン パ 球
を1 0％ F CS 添加 R P M I－1 640液 で 4xl O6c ellsノmlに
調整 し， その 100ノバ を96穴平 底型 マ イ ク ロ プ レ ー ト
くFalc o nJの穴 に 分注 し ， 作働細胞くeffecto r cellJと し
た 一 一 方
，
2xl 胱ellsノml 濃度 の 標的細胞浮遊液
1ml に 200JL Ciの Na2
5CrO4 く200JL りくNe w Eng－
1and Nucle a r， Bo sto n， M a ss achu set ts， U S Al を 加
え， 37
0
C， 5％ C O2下 で 1時間イ ン キ ュ ベ ー 卜し た後 ，
R PM I－1640液で 3 回洗浄 し ， 10％ F CS添加 R P M I．
1640液 に 浮遊 さ せ た も の を 51Cr 標識標的細胞浮遊液
と し た ■ 次 い で
，
1x lO5cellsノml 濃 度 に 調整 し た
5
でr 標 識標的細胞浮遊液 100ル1 を先 の 作働細胞 液
100声1 に 加 え た に の 条件 で 作働細胞 と標的細胞 は
1ympho cyte c ultu re三 N K， n atu r al killer3
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40二 1 の 数 比 と な るト 370C ， 5％ C O2下 で 4 時間イ ン
キ エ ペ ー 卜 し た後
，
上 清 を各穴 か ら 100〆1宛採取 し ，
上 清中の 5Cr 放出量を オ ー ト ウ エ ル ガ ン マ ー カ ウ ン
タ ー A R C 501げ ロ カ ， 東京いこて測定 した ． 下 記の
計算式に 基づ き特異的 51Cr 放出傭 を算出 して ， こ れ を





最大放出量 は標的細胞 に0．1 N塩酸100メ1を加 え た
時の 51Cr 放 出量を示 し ， 自然放出量 は 10％ F CS添加




IV． rIL－ 2 ま た は O 正一432の 添加培養 に よ る 細胞傷
害活性の 測定
4xlO 七ellsノml 濃度 の リ ン パ 球 浮遊液 0， 4ml に
20 Uノml 濃度の r工し2く塩野義製薬 ， 大阪川 ．6ml ま た
は 5 K Elml 濃度 の O K－432仲 外製薬 ， 東 京川 ．1 mi
く＋ R P M I－16 40液0．5mlJ を添加 し ， 3 7
0
C， 5％ C O2下
で 5 日間培養 した ． K56 2細胞， Da udi細胞 ， A T を
櫻的細胞と し ， 培 養リ ン パ 球に よ る細胞傷害活性 を測
定 した － ま た ， 同時に 患者 P B Lを 1JL gノml 濃 度の
フ ィ ト へ マ グ ル チ ニ ン くphytohe m ag glutinin， P H Al
くP H A，PHD ifc o， Detr oit， M ichiga n， U S Al 存在下で
3 日間培養 し， ブ ラ ス ト化 さ せ ， 標 的細胞 と し て 用
い 巨 細胞傷害活性 を測定 した ．
V ． TI Lの シ ミ ュ レ ー シ ョ ン
リ ン パ 球混 合培養試験 に よ り誘導さ れる作働細胞 を
T ILの シ ミ ュ レ ー シ ョ ン と し て作製 し た ． 健 常人 の
P B Lく研究者自身 の P B LJを0．1mgノml濃度の マ イ ト
マ イ シ ン Cく協和発酵 ， 東 剰 を添加 した 10％ F C S添
加 R P M I－1640液中， 37
0
C， 5％ CO2下 で30分間培養 し
た ■ そ れ を R P MI－1640液に て 5 回洗浄し ， 刺激細胞
と し た ■ こ の 健常人 PB L を患者 P B L と1 ニ 1 とな





5％ C O2下 で10日 間培養 した ． 健常人 P B Lを癌
細胞 ， 患者 P B L を TI L と想定 し た ． 培養 5 日目 に 培
養液 を交換 した ． さ ら に10日目 に 培養液 を 20 Uノml濃
度の rIL－2 存在下の 10％ F C S添加 R P M I．1640液に
換 えて ， 37
0
C， 5％ C O2下 で 5 日間培養した ． ま た
，
誘
導さ れ た 特異的細胞傷害活性 をも つ T 細 胞 の 活性 を
測定す る た め に ， 同時に健常人 の P BL を 1JL gIml濃
P B L， peripheral blo od lymphocyteニ P B S，
phosphate buffer ed s alineニ rI L－2， r e C O mbin a nt inte rle ukin－2i P H A， phytohe m agglutinin三
RL N L， regio n al lym ph n ode lym pho cyte三 T IL， tu m O r－infiltr ating lym pho cyte
950
度の P H A存在下 で 3 日間培養 し ， ブ ラ ス ト化 さ せ
た ． 上 記の ごと く ， 15日 間培養 し た患者 P B Lを作働
細胞 と し て ， ア ロ ジ ェ ニ ツ ク 標 的細胞 くalloge nic
ta rgetc elり， Da udi細胞， K 562細胞 に 対す る 細胞傷害
活性 を測定 し た ． ま た ， 対照 と し て ． 1 0名 の 患 者
PBL を， 混合培養を行わず に 上 記と 同様15 日間培養
して ， ア ロ ジ ェ ニ ツ ク標的細胞 ， Daudi細胞 ， K 562細
胞 に 対す る 細胞傷害活性 を測定 し た ．
VI． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 に よ る リ ン パ 球亜 群 の 分 類
肺癌患者の 膿瘍組織よ り分離 し た リ ン パ 球分画中の
リ ン パ 球亜 分画 を と ト リ ン パ 球 に 対 す る 各種 モ ノラ
ロ ー ナル 抗体を用 い 検討 し た ． 3へ 5XlO 生ellsノml に
濃 度調整 した リ ン パ 球浮遊液 100メ1 に モ ノ ク ロ ー ナ




30分間静置 し た ． こ れ に
P B S lm を加 え ， レ ー ザ ー フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー
Spe ctr u m工1IくOrtho Diagn o stic syste m， Ra rita n，
Ne wJe rs ey， U S Al に よ っ て 蛍 光陽性細胞 を測定 し
た ． 使用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 は ， す べ て 市販で 蛍光標
識 さ れ た もの で あり ， 末楷血 丁 細胞 に 特異的な分化
群くClu ster ofDife r entiation， C D13， CD 2． CD5， ヘ
ル パ ー ノイ ン デ ュ ー サ ー T 細胞 に 特異的 な C D 4， サ プ
レ ツ サ ー l 細胞傷害性丁 細胞 に 特異的 な C D 8くOrtho
Diagn o stic syste mン， N K細胞くn atu r al kille r c ell に
特異的な C D 57くL EU71， C D 19， N K細胞及び好中球 に
特異的 な C D 16くL E U llI， B 細 胞 に 特異的 な C D 20
くL E U l軋 B 細胞 ， 単球 ， マ ク ロ フ ァ ー ジ及 び 活性化
丁 細胞 に 特異的 な ヒ ト リ ン パ 球 抗原 － D Rくbu m a n
le uko cyte a ntige n． D R， H L A－D Rl くBecto n Dick in－
SOn ， M o untain View ， California， US Al， N K斉田胞 に
特異的な N K H－1くCo ulte r，H iale ah， Flo rida， U S AJに
対す る抗体 を用 い た ，
叩 ． L A R細胞の 大量誘導
1 ． PBL の 分離
Fig． 1． Autom ated high den sity c ell c ultu r e
SySte mくS H C－1l．
辺
ブ ラ ッ ド セ ル セ パ レ ー タ ー 工B M 2997く日本 ア イ
ビ ー エ ム ， 乗京1 を用 い て 肺癌患者よ り 白血 球 分 画を
採取 し ， さ ら に Fic oll－ Hy paqu e比 重遠心 法 に よ り
，
P B L を分離し た ．
2 ． TILの 分離
癌性胸膜炎 を併発 し た肺癌患者 よ り ， 胸水 を 採取
し
，
Fic oll－ Hy paqu e比 重遠心法 に よ り ， TI Lを分離
した ．
3 ． 高密度自動細胞培養 シ ス テ ム
今回 の研究で 使 用 し た高密度自動細胞培養 シ ス テム
は ， 島津高密度細胞培養装置 S H C－1く島津製作所
，
京
都ナ で あ るく図11． S H C－1 は培養槽内で ス タ ー ラ ー を回
転さ せ る 構造 で あり ， 培 養液 の交換 が自動的 に 行なわ
れ る ． 培養液中の pH， 溶存酸素 ， 温度 な ど は随時モ
ニ タ ー さ れ ， 終始 鵬 定の 培養条件 に 保 た れ る ． こ の培
養装置 を用 い て ， 先に 分離 した リ ン パ 球 を 1000Uノ血
の r工し2 と共 に 培養 し た ．
4 ． L A K細胞の 回 収
培養後 1 旬 2週目 に 培養槽を P BS で洗浄 し， 細胞
を回 収 し た ． 回 収さ れ た L A K細胞 は 言細胞数 ， 細胞
傷害活性 ， 細胞表現 マ ー カ ー くphe n oty pelな どを測定
し た ．
叩 ． 養子 免疫療法 くA 工TI
上 記 の方法 に よ り大量 に 誘導 ． 回 収さ れ た L A E細
胞 は ， 胸腔 内ド レ ー ン よ り患者胸腔内 に 注入 した ．
IX． 測 定値 の 有意差検定
細胞傷 害活性 の測定値 は ， 平 均 値 士 標 準偏差
くm e a n士S．D．1 をも っ て 示 した ． 対応 の ある 場合の有
意差検定 に は ， t 検定 を用 い ， 多群 間の 有意差検定 に
は ， 分散 分析後 ， Scheffeの 多重 比 較法 を用 い ， 危険
率 5％ 以下 を有意差あり と し た ．
成 績
I ． 肺癌患者 リ ン パ 球 の N E活性 の 変動
51Cr 放 出度 を指標 と した 肺癌患者 7例の P B Lの
N K活性 は30．5士9．9％ で あり ， 20％以 上 の 活性 を示
す の に 反 し ， 転 移 を 認 め な い 9 標本 の R L N Lの
N K活性 は14．0士7 ．2 ％， 肺 癌患者2 2例 の T工L の
NK 活性 は14．7 士5．8％で あ り ， P B Lと比 較 し て有意
に くpく0．051 低か っ た く図2わ． また ， Da udi細胞 に た
い す る 細胞傷害酒性は ， 肺癌患者6例 の P B L で19．5
士8．2％ ， 転移 を認め な い 8標本 の R L N L で13．8士
8．8％ ， 肺癌 患者21例 の T IL で12．8士5．7％ で あり ， い
ずれ も20％以 下 の活性値で あ っ た く図2bl．
工工
．
O 正一432，r工し 2 添加培養 に よ る T ILの 細胞傷害
活性 の 増強
肺癌腫瘍浸潤 リ ン パ 球 の 抗腫 瘍晴性 と そ の賦 活
O E－432，r工し2 を添加 し て 5 日間培養 し た 肺癌患者
22 人の TIL に つ き ， K 562細胞 ， Da udi細 胞 ， A Tに
対する傷害活性 を測定 し た ． K 562細胞 に 対 す る 活性
くNK－L A K活性， あ る い は， 単に N K清衡 は ， 無添
加群14－ 7士5■8％ ． O K－432添 加群28．5士 14 ．1％ ，
くaI
TtL R L N L












































TIL R L N L P B L
くn モ 21I くn 三 8I くn可引
Fig－ 2． Cytoto xic activity of lym pho cytes
befo r e c ultu r e． くaI N K a ctivity of P BL，
R L N L， and T IL in patie nts with lu ng c a n c er．
くbJ cytoto xic a ctivity again st Da udi c ells
P BL， R L N L， a nd T IL in patie nts with lu ng
C a nc er． P B L， R LN L， a nd TILw e re te sted f。r
lysis of K 562c ells in 5
1
Cr spe cific rele a se
a ss ay． 100％こ e Xpe rim e ntal r ele a s eこ m a xim al
rele a s e． Data a re shown a s m e a n士S．D
， ．
ホ
， pく0－05by A N O V Aくa nalysis of v a ria n c el
With Scheffe
，
s multiple c o mpariso n．
951
r王し2 添加群32．6士14 ．7％で あり
，
無添加群 と 比 較 し
て 0葺く．432添加群 ， r王し2 添加群 で 有意に くpく 0． 岬
傷害活性 の 増強が認め られ た 憫3aJ． Da udi細胞 に 対
す る活性 くL A王く活空封 は
， 無 添加群12．8士 5 ．7％，
O K－432 添加群31．1士 14 ．1％ ， r工し2 添加群33．7士
12－3％ で あ り ， 無添加群 と比 較 して O K－432添加瓢
r工し2 添加群 で有意 に くpく0．05J 傷害活性の 増強が認
め られ た く図3bI． A Tに 対す る活性は ， 無添加群4．4 士
3 ■5％， OK－432添加群16． 7士7 ．0％， r工し2 添加群
21．5士7－3％で あ り
， 無添加群 と比較 し て O K－432添
加瓢 rI し2添 加群で有意に くpく0．0引 傷害活性 の 増
強が認め ら れ た く図3cl．
Co ntr o1 0 K－ 4 3 2 rル ー 2























































対照と して ． P H Aを添加 し て 3 日間培養 して 幼若
化 さ せ た 患者自身の P B LくP H A プ ラス り くP H A－
bla stogen e si ， P H A
－bla stl に 対す る T ILの 細胞傷害
活性 を測定し た ． P H A ブ ラス ト に 対す る活性 は ， 無
添 加群2．1士 2．0％ ， O K－432添加群2． 0士 1 ， 2％ ，
rI L－2 添加群4．0士6．0％で あ り ， 細胞傷害括性 は ほ と
ん どない も の と考 えられ た く図3dト
ま た
， 転移を認め な い 5標本の R L N L と 7人 の 肺
Autologo u stu m o r
r 睾 1
r



















Co ntr o1 0 K－ 4 32 rlL
－ 2
くn芝1 8I くn雲 1 8I く陣 1 9I
P H A bIa st
C o ntro1 0 K－ 4 3 2 rlL－ 2
くn王 8I くn 貰 8I くn ご 8I
Fig． 3． Augm entatio n of cytoto xic a ctivity of
T IL in patients with lu ng c a n c e rby O K 4320 r
rI し2sim ulatio nin vitro ． TI Lく1．6xlO
6
c ellsl
mlJ w ere c ultu red in R P M I．1640s up ple m e nt
with lO％ F CSa nd O K 4320 r rIL－2， a nd te sted
fo rlysis of K 562c ells くaI， Da udic ells くbJ，
a utologo u stu m o rくcI a nd a utologo u s P H A
bla stくdl at 5 days of c ultu repe riod． Te sts
W ere perfo rmedin
51
Cr spe cific r ele a s e a ss ay．
100％こ e Xperim e ntalrele a s eニ m a Xim alrelea s e．
Data a r e sho w n a s m e a n士S．D． ． 韓， pく0．05 by
A N O V A with Scheffe
，
s m ultiple c o mpa ris o n．
辺
癌患者の P B Lに rI し2を 添加 し て 5 日 間 培養 し，
N K－ L A K活性 ， L A K活性 ， A Tに 対す る活性 を測定
し た ， rI L－2 添 加群 の E 562 を標 的細 胞 と し た
N K－ L A K活性 は ， R L N L で は47．0 士6．5％で ， TIL
の 34 ．1士14，7％ に 比 べ て 高値 であっ たが ， 有意差はな
か っ た ． し か し ， P B Lの N K－L A K活性は54．2士9．4％
で ， T 王Lの それ と比 較 して ， 有意 に くpく0．0引 高値を
示 した く図4al． Da udi を標的細胞 と し た L A K活性
は ， R L N Lで は53．2士1 3， 9％ ， PB L で は5 4．7 士
16．1％ で あ り ， T 工Lの35．2士12．3％と比 較 し て ， 有意
に くpく0．05I 高値 を示 し た く図4bl． A T に 対す る活性
は
，
R L N L で は31．6 士2．8％， P B L で は33．2士4．2％
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TIL R LN L P B L
くnt 亡2 1I くn蓼 引 くn ニ7 I
Fig． 4．
肺癌腫瘍浸潤 リ ン パ 球 の 抗腰 瘍活性 と そ の 賦 活
0．0引 高値 を示 した く図4cン．
工II■ 病期別の T 工Lの 細胞傷害活性の 変動
rnノ2 を添加 し て 5 日間培養し た T 比 の 細胞傷害活
性を測定 し て ， 病期別 に 分類 し た 一 肺癌 取扱い 規約
く1987I に した が っ て ， 病期分類 を行な っ た ． NK 活性
は ， り軌 46．0士11．0％ ， H期 ， 4 2． 6 士13．6％ ， HI
乳 31－0 士14．8％， 工V期
，
26．2士4 ．3％で あ り ， 病期が
進む に した が っ て 低下 す る傾向を認 め た が ， い づ れ の
間に も 有意差 を認 め な か っ たく図5aユー L A K活性は ， 工
軋 46．6 士12■1％， 工I期 ， 39 ．2士8．8％ ， 1王工期 ， 33．5士
12．4％， 王V期 ， 27．7 士1．6％で あり ， 病期が 進む に した
が っ て低下す る 傾向を認 め たが ， い づ れ の 問に も有意
差を認 めな か っ た く図勒 ． A Tに 対 す る細胞傷害活性
は， 工期 ， 2 7．6士7－7％， I王軋 24．3 士6．4％ ト m期 ，
19．1士5 ．7％， 工V期 ， 16－6士2 ．0％で あ り ， 病期が 進む
に した が っ て低下す る 傾向を認 め たが ， い づ れ の 間に
も有意差 を認め な か っ た く図5cl．
IV－ TI Lの シ ミ ュ レ ー シ ョ ン
マ イ ト マ イ シ ン処理 し た健常人 の P B Lを刺激細胞
と して 患者 P B Lを10日間混合培養 し
，
さ ら に 5 日間
TJL RL N L PB L
くn三1 9I くnニ 引 くn望 4I
Fig． 4■ Augm e ntatio n of cytoto xic a ctivity of
T IL， R L N La nd P B L in patients with lu ng
C an C e rby O K 4320 r rI し2sim ulatio nin vitr o．
Lym pho cyte sく1．6XlO6 c ellslml w er e cultu r ed
in R P M I－1640s up ple m ent with lO％ F CSand
rlし2， a nd tested for lysis of K 562c ells くal，
Da udic ellsくbl a nd a utologo u stu m o rくcl at 5
days of c ultu r eperiod． Te sts w e r epe rfo r m ed
in 51Cr spe cific r ele a s e a s s ay． 10％二 e Xper－
im e ntal rele a s eニ m a Xim al r ele a se． Data a r e
Sho w n as m e a n士 S．D ．－
＋
， pく0．05 by A NOV A
with Scheffe
7






















































Stage I II ItI IV
くn ニ 引 くn こ 2ユ くn ニ 9I くn ニ 封
Fig． 5． Augm entatio n of cytoto xic a ctivity of
T IL in patie nts with lu ng c a nc e rin v a rio us
Stage Sby rI L－2 sim ulatio nin vitro． Lym pho c．
yte s く1．6xlO6 c ellsl mり w e re c ult red in
R P M Id1640s up ple rn e nt with lO％ FC S a nd
rI L－2， a nd te sted fo rlysis of K562c e11s tal，
Da udic ellsくbl a nd a utologo u stu m o rくCI at5
days ofc ultu repe riod． Tests w er epe rfo r m ed
in 51Cr spe cific rele as e a ss ay． 100％二 eXpe ri．
m ental r ele a s eニ m a xim al r ele a s e． Data a re
Sho w na s m e a n士S．D． ． ホ ， pく0■05 by A NO V A
With Scheffe
，
s m ultiple c o mpa riso n．
954 渡
r工し2 を添加 して 培養 し た ． 患 者 P B L を アロ ジ ェ
ニ ツ ク作働細胞 くallogenic effecto r c ell と し て ，
N K 活性 ， L A K活性 ， 細 胞傷害性 丁 細胞 くCytO－
to xic Tlympho cyte， C T LJ 活性を測定 した ． C T L
性 は P 王i Aを添加 し て 3 日間培養 した 特定個人 P B L
げ ロ ジ ェ ニ ツ ク標 的紙粉 に 対 す る 細胞傷害活性を
測定 した ． N K活性 は ， 健康成 人4 3． 4士 13．2％， I
期 ， 33．2士4 ．1％ ， 工工期 ， 31．2士0．5％ ， m 期， 25．8士
12．7％， 工Y期 ， 22．7 士7．9％で あ り ， 病期が 進む に し た
が っ て 低下 する傾向を認め たが ， い づ れ の 間に も有意
差 を認め な か っ た く図6al． L A K活性 は ， 健 康 成 人
56．1士1 7．3％ ， 工 期 ， 42．0士 9． 5％ ， H 期 ， 3 8． 0士
6．5％ ， 工Il期 ， 29．7士12．0％， 工V期 ， 21．0士5．1％で あ
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康成人と1工I期 ， 工V期 に 有意善くpく0．0引 を認 め た 個
6bナ． ア ロ ジ ェ ニ ツ ク標的細胞 に 対す る C T L活性は ，
健康成人35．6士12．0％， 工 期 ， 2 8．2 士14． 1％ ， 工Iヨ軌
20．5士5．7％， 工工I期 ， 16．1 士3．8％， 工V期， 9 ．9士3．6％
で あ り ， 病期が 進 む に し た が っ て 低下 す．る 傾 向を認
め ， 健康成人 とエ1期 ， IV期 に 有意善くpく0．0引 を認め
た く図6cI． また ， 対照 と して 混合培養を行 な わ なか っ
た 患 者 P B L の アロ ジ ェ ニ ツ ク 標 的細胞 に 対 す る
C T L活性 は6．1 士7．4％で あ っ た が ， 混 合培養 を行 な
う こ と に よ っ て25．2士14．8％ と有意 に CT L活性 の上
昇を認 め た く図7卜 しか し ， N E活性 ， L A K活性 は混




ア ロ ジ ェ ニ ツ ク標的細胞 に 対す る CTL 活性
と N 王く活性の相関関係 は ， 相 関係数0．487の 弱い 順相
関 を示 した く図8al． ア ロ ジ ェ ニ ツ ク標的細胞 に 対する
C T L活性 と L A K活性 は相関係数0．758 の強 い 順相関
を示 した く図8bl． L A K活性 と N K活性 は相関係数
0．646 の弱 い 順相関 を示 した く図8cう．
V ． T工上 の 表現 型 くpb8 m Oty peI の 推移く図9I
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Fig．6． Augu m e ntation of cytoto xic a ctivity of
P B L in patie nts with lu ng c a n c e r， Which w er e
C ultu r ed fo r lO days with alloge nic lym pho
－
Cyte Sin a ctiv ated by mito micin C， in v a riou s
Stage Sby rI し2sim ulatio nin vitr o． Lym pho．
Cyte S く1．6XlO
6
c ellsl mlJ w e re c ult r ed in
R P M IT1640s up plem ent with lO％ F C Sa nd
rIL－2， a nd te sted fo rlysis of K 562 c ells くaJ，
Da udicells くbJ a nd allogenic ta rget lym phoJ
Cyte Sくcl at 5 days of c ultu r eperiod． Tests
W er epe rfo m ed in
51Cr spe cific r ele a se a ss ay．
100％こ e Xpe rim e ntal rele a s eこ m a Xim alr ele a se．
Data a re show n a s m e a n士S．D． ．
＋
， pく0．05 by
A NOV A with Scheffe
，
s m ultiple c o mpariso n．












AIIoge nic Da udi
ta rget c el書
K 5 6 2
Ta rget c e1．
Fig．7－ Cytoto xicity of lym pho cytes after mix ed lym pho cyte c ultu r e． Co ntr olニ effe ctor
C ells w e reP B Lc ultu r ed fo rlO days witho ut alloge nic lym pho cyte s a nd e nha n c ed by
rIL－2 for 5 days－ M ix ed c ultu r e こ effe cto rc ells w e reP B Lc ultu r ed fo rlO days with
alloge niclympho cyte s a nd e nha n c ed by rI L．2 for 5 days． Effe ctor c ells w e r ete sted
fo rlysis of K 562cells， Da udicells a nd alloge nic ta rget lympho cyte s． Te sts w e re
pe rfo r m ed in
51Cr specific rele a s e a s say． 100％二 e Xpe rim e ntal rele a s eこ m a Xim al
rele a se． Data a r e sho w n as m e a n士S．D ． ．
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5 0 1 0 0く％I
Cytoto xjc a ctjvity































5 0 10 0く％I
Cytoto xic a ctivity
again st a暮loge nic target c els
956 渡
の割合を ， 培養前 と培養後 の T 王Lに つ い て比 較 し た ．
CD3 陽性細胞
．
C D 4陽性細胞 ， C D8 陽性細胞 ，
C D 57陽性細胞 ． CD 2陽性細胞 ， H L A－D R陽性細胞 ，
N K H－1 陽性細胞が培養後増加 した が ， C D 8陽性細胞


























5 0 10 0く％I
Cytoto xic a ctivity
again st Da udic eIIs
Fig． 8． Co rr elatio n of alloge nic effe cto r c ells
，
CytOtOXicity again st K 562c e11s a nd allogenic
ta rget c ellsくal．
Cor r elatio n of allogenic effe cto r c ells
，
cyto．
to xicity again st Da udi c ells a nd allogenic
ta rget c ellsくbl．
Correlation of alloge nic effe cto r c e11s
，
cyto．
toxicity again st of K 562c ells a nd Da udicells
くcl．
100％こ e Xpe rim a ntal r elea seニ m a Xim al r e．




























C D 20陽性細胞 は減少 し たが ， 有意の 減少で は な か っ
た ． また ， C D 4陽性細胞ノC D 8陽性細胞は1．69 士0．69
か ら0．86士0 ．54に 低下 し たが ， 有意差 はなか っ た ．
V工． L A Kの 胸腔内注入 に よ る 養子 免疫療法
S H C－1 を使用 し て回 収さ れ た L A K細胞 を胸腔内
注入 に よ り ， 患者自身に 戻 す養子 免疫療法 を 3例 の 癌
性胸膜炎を合併 した肺癌患者 に 計 4 回施行 した ． 3例
中 2例で胸水の消失を認 め た く表い．
考 察
AI T は Ro s enberg ら に よ っ て P B L－ A Kの 全身投
与 と して 臨床応用 さ れ た61乃． その 後 ， 多く の 施設 で
，
基礎的並 び に 臨床的研究 が重ね ら れ ， 有効な L A K細
胞の 誘導 ， 培養法 ， そ の 細胞傷害活性増強法 ， A rrの
投与経路 な ど に つ い て種 々 の 検討 が な さ れ て き た ． し
か し ， 臨床効果 を発揮す る の に必 要な L A K細胞数，
L A K細胞の増殖法 ， rIL．2 の大量投与 に よ る毛細血管
透過 性 漏 洩 症 候 群 くc apilla ry pe rm e ability le ak
Symdr o m eいこ対 す る対策 な ど未 だ未解決 の諸問題 を
残 し て い る ． 肺癌 に 対す る A n
l
療法は ， 未だ そ の 緒
に つ い た ば か り で あ り ， その 報告も 少な い が ， 他臓器
癌で の AI T の問題点 を考慮 して ， 教室を は じめ 気管
支動脈内投与くbr o n chiala rte ryinfusio n， B AIlの 報告
が多 い 4 冊 15I ． ま た ， 教室の 吉 田1の ， 木村 ら 相 川 は ， 腫瘍
細胞 に 接触 ， 刺 激 さ せ た L A K細 胞 くstim ulated－
L A K細胞う の細胞傷害活性 が極 め て 高 い こ と を報告
して い る ． こ の よ う な P B L－L A Kに よ る A I T の他
C D 3 C D 1 9 C D4 C D 8 C D5 7 CD1 6 CD 20 C D 5 C D 2 H L A N K H－ 1
Cellsurfa c em a rker
－ D R
Fig， 9． Augm e ntation of c ell m a rker s of TI La nd 5．day－C ultu red T IL． Us ed c ell
m a rke rs w er eC D 3， C D19， C D 4， CD8， C D 57， C D 16， C D 20， C D 5， C D 2， H L A．D R a nd
N K H－1
． Data a re sho w n a s mea n士S－D． ．
轟
， pく0－0 5 by paired t te st．
肺癌腰癌浸潤 リ ン パ 球の 抗腫瘍活性 と その 賦活
Tablel． Effe ct of lo c al adoptiv e im m u n other ap y thro ugh intratho r a ci
infu sio n．
C a S e histolog y
infus ed CytOtO Xicity C D 3
C D 4ノC D 8
ple u r al
L A Kc ell く瑚 く％I effu sio n
1． 63 言
ade n o－





L A K 26．8
A T 15．6
92 四 no cba ェge
tbe
S a m e
abo Y e
ade n o－




L A E 26．1
A T 9．5
82 1．0 n o cha nge
2． 55 言
ade n o一




n ot te sted 89 1．9 disap pear ed
3． 54 富
ade n o－




L A E 12．5
90 0．04 dis ap pe a red
N K， Natu r al kille r c ella cti vity ass ayed by cytoto xic a ctivity again st K 562
Cellsニ L A K， Lymphokin e a ctiv ated kille r c ella ctivity a ss ayed by cytoto xic
a ctivity again st Da udi cellsニ A T， CytOtO 又ic a ctivity a ss ayed again st
autologo u stu m o r c e11s．
に ， T工Lか ら誘導さ れ る TI しL A K細胞 の抗腫瘍性が
最近注目さ れ ， 一 部臨床応 用 され て い る ． Ro se nbe rg
ら
10，は微小 転移 を有す る マ ウス に 工し2 を添加 し て 培
養した TI Lの 移入 療法 を行 い ． 末棉血 由来の L A K細
胞と比較 して50倍 か ら100倍 の 治療効果 を 示 し た と 報
告して い る ． T I Lは P B Lと比 べ ると N K活性が非常
に低く ， 免疫監視機能が抑制さ れ て い る も の と考 え ら
れる が
17，
． rl し2を全身投与 する と ， N K活性 は上 昇 す
る1 8，－ 著 者 の 研究 に お い て も ． T ILの N K 活性 は
R L N Lと と も に ， 20％以 下 で あ り ， なん ら か の 免疫抑
制を受 け てい る こ と が 示 唆さ れ た ． また ． 森 ら1 9 j は
口腔癌よ り分離 した TI Lに rlL－2 を添加 して 培養 し，
N K活性
，
L A K活性 を測定 した と こ ろ ， P B L よ り も
高い 活性 を示 す 症例も認 め た と 報告 し て い る ． し か
し
，
Pis a ni ら
20， は
，
IL－2 を添加 して 培養 した TIL の
E 562細胞 ， M 14細胞 ， 自家腫瘍細胞 ， ア ロ ジ ェ ニ ツ
ク 腰瘍くa1loge nic tu m o rl に 対 す る細胞傷害活性 は
P B しL A K細胞 と比較 し て低値 で あ っ た と報告 し て い
る 一 K 562細胞 を使 っ て N K 活性 を ， Da udi細胞 を
使っ て L A K活性 を測定21Iした と こ ろで ， 著者 の 研究
で は肺癌 TI Lの N K酒性 は P B Lに 比 べ て有意 に 低
く ， ま た ， rIL－2 を添加 し て培養 した T ILの K 562細
胞， Da udi細胞 ， 自家腫瘍細胞 に 対す る細胞傷害活性
は
，
P B しL A K細胞 と 比較 し て有意 に 低い と の 結果を
得た ．
957
健康人 で は腫瘍細胞が出現 す る
．
と N K細胞 ， 抗原特
異性 C T L な どの細胞免疫機能が賦活化さ れ る が ， 痛
患者 で は腰瘍細胞が増殖 す る に した が い ， 免疫防御機
能は抑制さ れ る ． そ れ 故， 癌患者 で は進行性の T 細胞
不全が 生 じて お り ， 末棉血 丁 細胞の 種々 の 機 能 も抑
制状態 に あ る ． こ れ ら免疫抑制の 原因と し て は， 担癌
生体 に お け る サ ブ レ ツ サ ー 細胞 の 出現 22I23ン ． 流血 中 の
可溶性免疫複合体くs olubleim m u n e c o mple xJ
24や マ ク
ロ フ ァ ー ジ の 産 生 す る プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン な どの 抑制
因子
2512勾の 存在 ， 低栄 養状態節I
，
癌細胞 に よ っ て産生 さ
れ る免疫抑制物質の 作用 が 考 えられ る ． サイ ト カイ ン
の 面か ら は T 細胞 の 1 し2 産 生能の 低下， イ ン タ ー ロ
イ キ ンー2 くinte rle ukin．2，lL－2ナ レ セ プ タ ー の 発 現
，
マ ク ロ フ ァ ー ジ賦 活化国子 くm a c r ophage a ctiv ating
fa cto r， M A Fl の 産 生能 の 低下 な ど が観察 さ れ て い
る 卸 ． 病巣内で も 同様 の T 細胞不全が生 じて い る もの
と考 え られ る － N iits u rn a， Holm esら2叩 OIに よ っ て病巣
内に Ba cilu s－Calm ette－Guerin くB C Gl を局所注射 す
る こ と に よ っ て 混 合リ ン パ 球培養くmix ed lympho cyte
C ultu r e， M L Cl， 細 胞 媒 介性 リ ン パ 球 溶解 くCell－
m ediated lym pholysis， C M LI， N K活 性が 回 復 す る
が ， BC Gの 全身投与 で は効果が な い と 報告 さ れ て お
り ， 腰瘍 内の 免疫抑制因子 の 存在 を示唆 し て い る ． ま
た ， 王し2 を全身投与す る こ と に よ っ て， TI Lの 腫 瘍傷




癌局所に お け る免疫抑制 は可逆性 であり ， 免疫抑
制 を起 こ す 環境 を取 り除 けば ， T 工L の抗腰瘍効果 を有
効 に 引き 出す こ と が で き る可能性を 示唆 し て い る ．
T IL の浸潤 の程度と患者 の予後 と は 関連 があ り ，
T 工L は腰瘍免疫反応の 一 つ と し て 諸家 の 関 心－ を集 め
て き た
alI
． 肺癌 に お い て も T 因子 ， N 因子 の 進行 に
伴 っ て
，
腫瘍細胞密度が増加 し ， T工L密度が低下す る
傾向が認 め られ る と報告さ れ て い る 氾J． 著者 の研究 に
お い て も病期が進行す る に つ れ て ， N K活性 ， L A K
活性， A Tに対 す る細胞傷害活性 は 3者 と も低下す る
傾向を認 めた ． さ ら に ， TIL か ら 工L．2 に よ っ て 誘導
さ れ る作働細胞 は増殖 パ タ ー ン や 細 胞傷害活性 が
P B Lと 異な っ た 特徴 を示 す こ と が 知ら れ て い る3き1．
TIL の大部分は C D 4陽性の イ ン デ ュ ー サ ー T 細胞
亜群 あ る い は C D 8陽性の キ ラ ー ． サ プ レ ツ サ ー T 細
胞 亜群で ， これ らが 種々 の 程度 に 混在 し て い る ． 肺癌
を含む ヒ ト腫瘍系で CD8陽性 丁 細胞優位 で あ る とい
わ れ るが 叫 l 肺癌 で は C D 4陽性 丁 細胞 が優位 で あ る
と い う 報告も あ る 御 I． また ， 腫瘍内 に は B 細胞 や マ
ク ロ フ ァ ー ジ ， さ ら に は N K細胞 の マ ー カ ー を も つ も
の は少数である ． マ ク ロ フ ァ ー ジ に 関 して は抗腫瘍性
が あ る と す る も の ， な い と す る 報 告 に 大別 さ れ
る37 卜 391． 著者の 実験で も T 王Lは T 細胞 が大多数 を し
め ， B 細胞 ， マ ク ロ フ ァ ー ジ ， N K細魔 は少数であ っ
た ． また ， T 細胞の 腫瘍内分布 は ， 問 質部 に は C D 4
陽性 の T 細胞が ト 腫瘍細胞間 には C D 8陽性 丁 細胞
が多く浸潤 して い ると の報告 もある 旭1． TI L は1 L－2 レ
セ プ タ ー に 対する抗体で10％以下 しか染色 さ れ ず， そ
の 活性は抑制さ れ て い る こ と が 示 唆 さ れ る 叫 ． W o ng
ら
421は C 工14陽性の T IL は 1 し2存在下 で培養 す る と
K 562 細胞 と Da udi細胞 に 対 して20％以 上 の 細胞傷
害活性 を示 す が ， C D8陽性の T工L は K 562細胞 に 対
し て20％以 上 の細胞傷害活性 を 示 す も の の ， Da udi
細 胞 に は 括性 を示 さ な か っ た と 報告 し て い る ．
M ie scher ら嘲 は T IL をクロ ー ン 培養 して ， C D 4陽性
の T ILの5 7％はrI L－2 産生能 を も ち ， C D 8陽性 の
T 工L の93％が細胞傷害活性 を示 す こ と よ り ， 増殖 し た
T 工L は培養前の機能を維持 して い る と報告 して い る ．
こ れ らの こ とよ り TI Lを用 い た養 子 免疫療法 に よ る
治療効果 が期待で き る ．
著者は TI Lの シ ミ ュ レ ー シ ョ ン に お い て ， T 工Lモ
デ ル の ア ロ ジ ェ ニ ツ タ棟的細胞に 対 す る初期 C T L活
性 が N K活性 くN K－L A K活性1 よ り も LA K活性 に
対 して よ り強い 相関を示 す こ と か ら ， T 工Lを 1 し2存
在下 で培養 して 誘導さ れた作働細胞群 は N K よ り も
む しろ C T L及 び L AK 類似 の括性を も つ と の 結論 を
辺
得 た － こ の こ と は T ILを培養す る と ． C D8陽性 丁細
胞が有意 に 増加 した こ と と矛盾 しな い と 考 えら れる ．
し たが っ て 仁 現在各施設 で 用 い られ て い る培養プ ロ ト
コ ー ル に よ っ て誘導 され る リ ン パ 球の 細胞傷害活性は
ほ と ん どの場合 L AK 類似の 細胞傷害活性 をも つ と考
え られ ， 特異的 C T L活性 を もつ リ ン パ 球は優位で な
い と推定 さ れ る ． 最近 の リ ン パ 球の 表面 マ ー カ ー の 研
究 に よ る と ， I し2存在下で培養 した 時 ， 活性化される
T IL はLA K細胞 と い う よ り も む し ろ ， C D 8陽性の
C T Lが大多数 で あ る と示 唆 され て い る 崩卜 亜ユ ． 以上 の
報 告を併 せ考察 す る と ， T 工Lに 存在す る抗腫瘍細胞傷
害活性 を も つ T 細胞は高度に 感作 さ れ ， 極 め て 特異
性 の高 い 細胞傷害活性 を持 つ C T L より む しろ ， 感作
初期 の特異性 があま り 限局 され て い ない T 細胞集団
の可能性 が 示唆 さ れ た ． 今後 ， 癌組織内 に 浸潤す るリ
ン パ 球 の生体 に お け る意義 な どが さ ら に 詳細 に 明らか
に さ れ る も の と 思わ れ る ．
ま た ， シ ミ ュ レ ー シ ョ ン 実 験 に お い て も 実際 の
T 工Lと 同じ く病期が進む に した が っ て ， 細胞傷害活性
が低下 す る傾向を認 め た ． さ ら に 混合培養 に よ っ て ア
ロ ジ ェ ニ ツ タ作働細胞 に対 す る C T L活性 は有意に 上
昇 した ． しか し， N K活性 ， L A K活性 は培養前後で有
意差が な く ， む しろ低下 す る傾向 さ え も認 めた ． 混 合
培養に よ っ て ， 一 緒 に 培養 し た療的細胞 に 対す る傷害
活性が 上 昇す る こ と は stim ulated－L A Kに お ける傷害
活性の 上 昇を 裏付 け て い る ．
Kr adin ら 珊 は TI Lを I し2と と も に 全 身投与 して，
悪 性黒 色種 ， 腎細胞癌 に は効果の あ っ た 症例 もあ っ た
が ， 肺癌 に は効果が な か っ た と報告 して い る ． 著者は
癌性胸膜炎の 肺癌患者 の 胸水 よ り T工L を分離 し ，
r工し2 存在下に て 培養 して r工し2 と と も に胸腔内に 戻
す 方法に て ， 養子 免疫療法 を試 み たが ， 3例行い ， 2
例 で胸 水の 消失 を認 め た ． ま た ， Ya su m ot ら 嘲 は癌
性胸膜炎 の 患者胸腔内 に 工し2 を注入 し ， 胸 腔内に
L A K細胞が誘導さ れ ， 臨床効果が え られ た と 報告し
て い る ． しか し ， 胸水消失が どの よう な機序 に よ るも
の か ， 果た して T IL－ A K作用 に よ る も の か どう か は
断定 しが た く ， こ れ か ら の 更 な る検討が 必 要 で ある ．
病巣内に は 末棺血 や リ ン パ 節 よ り ， 多 く の プ レ キ
ラ ー T 細胞が 存在 して い る が ， 種 々 の抑 制機構が存
在 す る た め に ， キ ラ ー T 細胞 へ の 成熟 ， 増殖が 抑制さ
れ て い る ． しか し， 病巣局 所 に 認 め られ る免疫抑制は
可逆的 で あり ， 王し2 存在下の 培養に よ っ て ， T工L は
C T Lも しく は L A K類似の 活性 を持つ よ う に な りう
る ． した が っ て ， 培養 TI L を A T と混合培養し ， 大
量培養 を試み る こ と に よ っ て ， A Tに 高 い 特異性をも
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つ T 細胞 を分離 し， NK や L A E細胞 に 感受性の な
い腫瘍に 対 して も養子 免疫療法に使用 す る こ とが 可能
で ある と考 え られ る ．
結 論
肺癌患者 に 対す る補助療法 の 1つ と し て Tl し L A K
細胞を用 い た 養子 免疫療法 を行 な う こ と を前提と し
て ， 各種リ ン パ 球を用 い た培養実験 を行 っ た ． ま た ，
実際に 癌性胸膜炎の患者 で L A K細胞 を 用 い た養子 免
疫療法 を試み た ■ これ ら の研究よ り ， 以 下の 結論 を得
た ．
1 ． T ILの N K活性 は R L N L とと も に PB Lに 比
較して 有意 に 低 く ， N E細胞自体 に よ る抗腰瘍活性は
著明 に抑制 され て い た ．
2 ． TI Lの NK 活性 ， L A K活性 ， AT に 対す る細
胞傷害活性 は O E，432あ るい は rIし2存在下 に て 培 養
す る と ， 2 0％以 上 の 活性 を 得 る こ と が で き た が ，
rIL－2存在下 で 培養 した R L N Lや P B L と比較す る と
有意に 低か っ た ．
3 － T ILの シ ミ ュ レ ー シ ョ ン で は ア ロ ジ ェ ニ ツ ク作
働細胞の ア ロ ジ ェ ニ ツ タ標的細胞に対 す る CTL 活性
は
，
N E活性 よ り も む し ろ L A K活性 に 対 し て強 い 相
関関係 を示 し， T王Lの 反応性 に 類似 した ． こ の こ とよ
り， TI Lよ り誘導さ れ た作働細胞群 は N K細胞 よ り
も C T L およ び L A K細胞類似 の活性 を も つ こ と が 示
唆さ れ る ．
4 ． T 工L の表面マ ー カ ー は T 細胞優位 で あり ， マ
ク ロ フ ァ ー ジや B 細胞 ， さ ら に は N K 細胞 の マ ー
カ ー を もつ も の は 少数で あ っ た ． 培養に よ っ て T 細
胞の割合が ふ え， 特 に C D 8陽性細胞が有意 に 増加 し
た ． こ の こ と よ り ， T IL の 細胞傷害活性は特異性 が比
較的限定さ れ て い な い C T Lお よ び L A K類似 の 活性
で ある こ と が 示唆 され る ．
5 － 癌性胸膜炎患者 の 胸腔内に T 工しLA K細胞 十
rIL－2 を注入 し ， 胸水の 消失 を認め た ．
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Studies on T bm oricidal Activity o－ nl m Or．infiItrating L ymPhocytes a nd its ap plicationto
lu ng c a nc er patients S
hin－ichirou Watan atn ， Depar t m e nt OfSurgeryくり， Scho ol of Medicine，
K an aZa W aUniversity， Ka n aza w a920
－ J． Ju z en Med． Soc． ， 99，947
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Key wo rds interleukin
－2， lymphokin e activa t ed killer cell， a n tlge n
－ SpeCific cytoto xic T
lymphocytes，t um Or－infiltrah nglymphocyte， adoptlVeim m un 0ther apy
In the present study an atte mPt W aS m ade to characterize tt m or
－in丘1tratinglymphocytesCn Lsl
with the ev entualaim ofclimic al applic atio nfbr effectiv e adoptlV eim m un 0therapy fbrlung c an Cer
patients． As im m un ologic alpar am eterS， n a t ural killerくN KIcellactivity，1ymphokine activ ated killer
くL A KJ cellactivity， CytOtOXicity against auto10gOuS tu m OrくA Tう Cells and surfac e m arkers of
lympho cytes we r e e v alu ated－ The res ults show ed N K activlty Ofbo
th reglO n a1 1ymph n ode
lymphocytesくR L N Lsl and TT Ls wa s甲Parendylo win c o mparison with that of P B Lsくperipheral
blood lymPhtxytesl． Subst an tial a ugm entado nくン20 ％lofthe cytoto xic activity again stthe K562，
Daudiand autol go usc ell lines w er in ducedbyin cubating the TI Ls withOK
－4 32or rIL－2， al though
these enhan Ce m e nt Of he cytotoxicityW aS Significan tlylowin c o mparis o nwiththat of the R L N Ls
aJld P B Ls． By analysis of lymPhocyte subsets，it w as clari鮎d thatthe majority of the TI Ls w ereT
cellsくm ost of the m w er eCD8
＋
c elsl， WhereasB cells， m a C r Ophages and N Kcells w er e minority－
T he TI Lsinduc edby eitherrrL－2 0r OK
－4 3 2 had apoten t actlVltytOlyse A Tc ellsbut n ot autologous
blastoidlymphocytes－ T bese results stro nglyindicated that，ifn otatal1， S O m ePar t Ofc ultured TI L
c o ntain es cytoto xic T lymphocyte which ha ve a specificity agalnSt au tO10gO uS tu
m Or C ells－
Ac c ordingly， it wa stho ught tobe probable that som eof the cytotoxic T cellsくCT LsJin the TILs
might ha ve cytotoxIC lty agaln S tAr c ells． T herefore， the cytoto xic actlVlty Of T ILs w a sfurther
an alysedbysim ulatio n study uslng alogemic eftctor andtraget cells． By the sim ulation studyit wa s
clarified thatthe cytotoxic actlVlty Ofe蝕 ctor cells in the T ms correlated m ore withthe L A Kcel
activity than Withthe N Kc ellactivity－ F to m the results ofthepresent study，it w as c o n cludedthatthe
in cubatio n of the TI Lsin du cedL A Kcellactivity andcytotoxic T lymPho cyte againstA Tc ells－ T hus，
the cytoto xic activity of T ms againstA Tcells can C OnSistwi ththose of L A Kcells asw ellasCT Ls．
Adoptiv ei mm un 0therapyくA叩 W aS由 ed onlung CanC erPatientswithcarcin o m atouspleur osy－ T ns
w ere extracted 打o mpleuraleffusion， and enhan C ed by rI L
－ 2． T he enhan Ced TI Ls withrI し 2w ere
infusedintothe thoracic ca vlty， and subs eque ntly ln tW O Out Ofthree c asesthe pleur al effusion
disap peared－
